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Abstract
AIM: To identify the interaction between 
hepatopoietin 205 (HPO205) and cytochrome C 
(Cytc).

METHODS: The coding genes of HPO205 and 
Cytc, amplified by polymerase chain reaction, 
were cloned into pDBLeu and pPC86 vector re-
spectively. The interaction was confirmed by co-
transformation with the recombinant plasmids 
into MaV203 of yeast two-hybrid system (Y2H), 
and verified by GST-Pull down assay simultane-
ously.

RESULTS: The coding genes of HPO205 and 
Cytc were successfully cloned into relevant vec-
tors, and the obtained vectors were named as 
pDBLeu-GRER, pDBLeu-CYCS, pPC86-GFER 
and pPC86-CYCS. After Y2H identification, we 
found that co-transformation of pDBLeu-GFER 
pPC86-CYCS activated reporter genes Ura and 
His, but co-transformation of pDBLeu-CYCS 
and pPC86-GFER activated no reporter genes. 
GST-Pull down assay showed that HPO205 was 
deposited by GST-CYCS, but not by GST, verify-
ing the interaction between HPO205 and Cytc.

CONCLUSION: The interact ion between 
HPO205 and Cytc suggests that HPO205 partici-
pates in the biology processes of electron trans-
fer or (and) apoptosis via Cytc. 

Key Words: Hepatopoietin 205; Cytochrome C; 
Protein-protein interaction; Yeast two hybrid; GST-
Pull down
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摘要
目的: 应用酵母双杂交(yeast two hybrid, Y2H)
和G S T-P u l l d o w n技术鉴定肝细胞生成素
205(hepatopoietin 205, HPO205)与细胞色素
C(cytochrome c, Cytc)间的相互作用.

方法: 采用PCR技术扩增HPO205和Cytc编
码基因, 分别将其构建Y2H质粒pDBLeu和
pPC86的重组载体. 应用Y2H技术将二者的重
组质粒共转染酵母MaV203进行鉴定, 同时用
GST-Pull down方法对其验证. 
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■背景资料
人源肝细胞生成
素(HPO/ALR)是
一种能特异性刺
激肝脏再生的细
胞因子, 存在于细
胞核中; HPO205
是其编码基因另
一转录本的产物, 
存在于胞质和线
粒体膜间隙(IMS)
中 .  目 前 ,  关 于
HPO的功能研究
较多, 但对定位在
IMS的HPO205的
功能还知之甚少. 

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心



结果: 成功克隆HPO205和Cytc编码基因至Y2H
载体和相应表达载体, 包括pDBLeu-GRER、

pDBLeu-CYCS、pPC86-GRER、pPC86-CYCS. 
经过Y2H鉴定发现, pDBLeu-GRER +pPC86-
CYCS共转后能激活Ura和His两个报告基因, 而
pDBLeu-CYCS+pPC86-GRER共转则不能激活
任何一个报告基因. GST-Pull down实验显示, 
GST-CYCS能将HPO205沉淀下来，而GST空
蛋白不能沉淀HPO205, 证实HPO205与Cytc存
在相互作用.

结论: HPO205可能通过Cytc参与电子传递或
/和细胞凋亡过程.

关键词: 肝细胞生成素205; 细胞色素C; 蛋白质相

互作用; 酵母双杂交; GST-Pull down技术
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0  引言

人源肝细胞生成素(hepatopoietin, HPO/ALR)是
一种能特异性刺激肝脏再生的细胞因子, 他含

有125个氨基酸(15 kDa), 并具有巯基氧化酶活

性, 参与MAPK以及转录因子AP-1通路的激活, 
存在于细胞核中[1-3]; HPO205是HPO/ALR编码基

因另一转录本的编码蛋白, 在其N端比HPO多80
个氨基酸(23 kDa), 存在于胞质和线粒体膜间隙

(intermembrane space of mitochondria, IMS)中[3-5]. 
HPO属于Erv1p/Alrp蛋白家族, 该家族成员广泛

存在于从酵母到人的各种低等和高等真核生物

以及一些双链DNA病毒中[6]. 前期研究表明, 人
HPO的酵母同源分子Erv1p参与线粒体膜间隙蛋

白的转运[7-8], 定位于IMS中的人Alrp在胞质中铁

硫蛋白的生物发生过程中起重要作用[5]; 正常条

件下Cytc也定位于IMS参与呼吸链电子传递以

及细胞凋亡, 而在以二硫苏糖醇(DTT)作为还原

底物时, Cytc接受来自于人HPO/ALR电子的能

力是氧分子的100倍[9], 推测Cytc可能是HPO电

子的接收者. 因此, HPO205和Cytc可能存在相互

作用.
目前关于HPO/ALR的功能研究较多, 但对

定位在IMS的HPO205的功能还知之甚少, 为了

证实HPO205和Cytc的相互作用、探讨HPO205
在IMS中的其他功能, 本研究利用Y2H和GST-
Pull down技术对HPO205和Cytc间相互作用进行

鉴定, 试图为揭示HPO205的新功能提供线索.
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1  材料和方法

1.1 材料 ProQues t TM酵母双杂交系统、成人

肝cDNA文库购于美国Invitrogen公司; Yeast 
Nitrogen Base(YNB)、Bacto-yeast extract、
Bacto-Peptone购于美国BD公司; 各种氨基酸购

于北京百灵克生物科技公司; 3AT、PMSF、
PEG3350、LiAc、玻璃珠购自美国Sigma公司; 
IPTG、X-gal、PCR及酶切产物纯化试剂盒、细

菌质粒小量提取试剂盒购于美国Promega公司; 
Taq酶、dNTP、DNA分子量标记、DNA限制性

内切酶购于大连宝生物工程(TaKaRa)有限公司. 
T4 DNA连接酶、预染蛋白Marker购于纽英伦生

物技术(北京)有限公司; DMEM粉末、胰酶购自

Gibco公司, 胎牛血清购自四季青公司; 其他所

有试剂为国产分析纯以上产品; GST标签抗体、

c-Myc标签抗体, HRP-羊抗小鼠IgG、蛋白A/G
偶联琼脂糖珠及谷胱甘肽琼脂糖珠购自北京

中杉金桥公司; JM109和BL21感受态、pCMV-
Myc(MCS经改构)真核表达载体, pGEX-4T-2原
核表达载体、HEK293细胞为实验室保存.
1.2 方法 
1.2.1 酵母双杂交载体的构建: 利用PCR扩增

的方法从成人肝cDNA文库中获得HPO205和
Cytc编码基因的DNA序列, 通过相应限制性内

切酶酶切后, 与同样酶切后的含DNA结合结构

域(DNA binding domain, DB)的pDBLeu空载体

和含转录激活结构域(activation domain, AD)的
pPC86空载体连接, 连接产物转化E.coli. JM109
感受态 ,  相应抗性筛选(p D B L e u: 卡那抗性;  
pPC86: 氨苄抗性)并挑取阳性菌落提取质粒进

行PCR和酶切鉴定, 送北京奥科公司测序. 
1.2.2 融合蛋白自激活检测、3AT浓度的确定: 
参考ProQuestTM酵母双杂交系统操作手册操作

进行细菌质粒的酵母菌MaV203转化, 分别共

转下列质粒组合: 用于自激活检测-pDBLeu-
G F E R +p P C86、p D B L e u-C Y C S +p P C86、
pDBLeu+pPC86-GFER 、pDBLeu+pPC86-
C Y C S ,  用于相互作用鉴定 - p D B L e u -
GFER +pPC86-CYCS和pDBLeu-CYCS +pPC86-
GFER (每种质粒均加入约200 ng)分别涂布于

SC-Leu-Trp营养缺陷平板上, 30℃培养48-72 h
后将平板上所生长酵母挑取4个单克隆/转化, 对
照菌A-E各2个接种划线到SC-Leu-Trp平板(用于

自激活检测和相互作用筛选的酵母克隆分开划

线). 将自激活检测的SC-Leu-Trp平板30℃培养

24 h后用绒布复制到一系列3AT浓度梯度(10、

www.wjgnet.com

■相关报道
近些年有报道细
胞色素C(Cytc)是
人HPO酵母同源
分子Erv1p的电子
受体, 并且以DTT
作为还原底物时, 
Cytc接受来自于
人HPO/ALR电子
的能力远高于氧
分子.
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25、50、75、100 mmol/L)的SC-Leu-Trp-His营
养缺陷平板上并同时用绒布清除, 30℃培养24 h
后再清除1次, 30℃继续培养24-48 h观察结果, 
抑制转化子细胞生长(基础His表达)的最低的

3AT浓度就是鉴定相互作用阳性克隆所需加入

的3AT浓度. 
1.2.3 Y2H鉴定相互作用: 将1.2.2中转化平板上

生长的酵母菌落均划线SC-Leu-Trp平板上(4
个单克隆/转化和对照菌A-E各2个), 30℃培养

24 h后, 用绒布分别复制到SC-Leu-Trp-Ura-His 
+3AT(3AT浓度即为1.2.2所确定的浓度)及覆盖

有灭菌Whatman滤纸的YPAD平板上, 进行His、
Ura、LacZ 3个报告基因的鉴定.
1.2.4 真核表达载体pCMV-Myc-GFER (GFER : 
HPO205编码基因)的构建及表达: 将构建成功的

pPC86-GFER和pCMV-Myc空载体用EcoRⅠ、

SpeⅠ双酶切, 回收后连接, 转化JM109感受态

并经PCR鉴定后获得pCMV-Myc-GFER阳性克

隆.接种HEK293细胞, 待生长至80%-90%融合

时, 利用Invitrogen公司的LipofectamineTM 2000
将pCMV-Myc-GFER转染293细胞, 24 h后裂解细

胞提取蛋白, 离心收集上清并加入SDS-PAGE样
品缓冲液, 煮沸后进行Western blot, 以抗Myc抗
体(1∶2000稀释)为一抗,羊抗小鼠IgG(1∶2000
稀释)为二抗检测表达.
1.2.5 原核表达载体pGEX-4T-2-CYCS (CYCS : 
C y t c编码基因)的构建及表达: 将构建成功的

pDBLeu-CYCS和GST表达空载体pGEX-4T-2用
Sal  I、NotⅠ双酶切, 回收后连接, 转化JM109感
受态并经PCR鉴定后获得pGEX-4T-2-CYCS阳

性克隆. 摇菌提取pGEX-4T-2-CYCS质粒转化

BL21感受态, 以30℃、120 r/min、0.5 mmol/L 
IPTG诱导4 h后离心收集菌体, 以1×PBS重悬后

超声破菌, 10 000 g离心10 min分离上清和沉淀, 
分别取适量上清和沉淀重悬液(1×PBS重悬)加
SDS-PAGE样品缓冲液沸水煮5-10 min, 冰上冷

却后离心收集进行SDS-PAGE电泳后, 考染, 脱
色, 观察蛋白在上清和沉淀中的表达情况. 并依

此条件, 各用200 mL LB大量诱导表达. 
1.2.6 GST-Pull down验证相互作用: 将诱导表达

的GST空蛋白和融合蛋白用谷胱甘肽-琼脂糖珠

纯化(具体操作参考谷胱甘肽琼脂糖珠使用说明

书). 同时以1.2.4的方法将pCMV-Myc-GFER转

染293细胞, 24 h后裂解细胞提取蛋白; 离心收集

上清加入到含有纯化GST空蛋白的谷胱甘肽琼

脂糖珠的离心管中(预清除), 4℃旋转混合7 h以

上, 4℃, 13 000 r/min离心2 min, 再次收集上清取

45 μL做蛋白表达对照, 其余平均转移至含有纯

化pGEX-4T-2-CYCS融合蛋白和GST空蛋白的

谷光甘肽琼脂糖珠的EP管中, 混合8 h或过夜后

离心弃上清并用裂解液洗4次, 离心弃上清沉淀

加入50 μL的SDS-PAGE样品缓冲液重悬, 煮沸

后离心收集上清液, 进行Western blot, 分别以抗

Myc抗体(1∶2000稀释)、抗GST抗体(1∶1000
稀释)为一抗, 羊抗小鼠IgG(1∶2000稀释)为二

抗进行检测.

2  结果

2.1 诱饵和猎物载体的构建 通过http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/网站查找出HPO205和Cytc基因编

码序列, 针对基因的全长设计引物, 从成人肝

cDNA文库中成功扩增出相应的编码基因, 经酶

切、连接、转化、鉴定后送测序, 结果表明pD-
BLeu-GRER、pDBLeu-CYCS、pPC86-GFER、

pPC86-CYCS载体构建正确, 这样成功构建出

HPO205和Cytc酵母双杂交载体(表1, 图1). 
2.2 融合蛋白自激活检测及3AT浓度的确定 根据

加入不同浓度3AT的SC-Leu-Trp-His营养缺陷平

板上的菌落生长情况, 可以观察到所有自激活

的质粒组合(见1.2.2)共转酵母MaV203后的转化

子在3AT浓度为25、50、75、100 mmol/L的平

板均不能生长, 表明所构建的诱饵和猎物均无

自激活作用, 可用于酵母双杂交系统进行相互

作用筛选. 因此采用25 mmol/L的3AT浓度作为

鉴定相互作用阳性克隆的浓度.
2 . 3  Y 2 H 鉴 定 相 互 作 用  将 p D B L e u -
GFER +pPC86-CYCS、pDBLeu-CYCS +pPC86-
GFER共转MaV203后生长的酵母划线4个转化

至新的SC-Leu-Trp平板, 进行His、Ura、LacZ
表型分析. 发现pDBLeu-GFER +pPC86-CYCS共
转后能激活Ura和His两个报告基因, 而pDBLeu-
CYCS +pPC86-GFER共转则不能激活任何一个

2000 bp

1000 bp

500 bp

250 bp

1       2      3      4 图  1  HPO205和Cytc
蛋白编码基因PCR扩增
示意图. 1:DNA marker 

2 kDa; 2: CYCS (318 

bp); 3-4:GRER (618 

bp).

■创新盘点
本研究应用酵母
双 杂 交 和 G S T-
Pull down技术, 首
次证实HPO205与
Cytc存在相互作
用.
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报告基因(图2).
2.4 真核表达载体pCMV-Myc-GFER的构建及表

达 亚克隆成功构建pCMV-Myc-GFER后, 将其

质粒瞬时转染HEK293细胞, 24 h后裂解细胞提

取蛋白进行Western blot检测, 发现pCMV-Myc-
GFER在293细胞中正常表达.
2.5 原核表达载体pGEX-4T-2-CYCS 的构建及表

达 亚克隆成功构建pGEX-4T-2-CYCS后, 以0.5 
mmol/L IPTG诱导后超声破菌, 离心分离上清和

沉淀, 取上清和沉淀重悬液进行SDS-PAGE电泳

后, 考染, 脱色. 发现GST空载体以及pGEX-4T-
2-CYCS (GST-CYCS )在上清中均有表达(图3).
2.6 GST-Pull down验证相互作用 谷胱甘肽琼脂

糖珠纯化GST融合蛋白和GST空蛋白后与转染

了pCMV-Myc-GFER的HEK293细胞裂解液(预清

除后)混合孵育, 离心、洗涤后加入SDS-PAGE样
品缓冲液进行Western blot. 实验结果表明: GST-
CYCS能将HPO205沉淀下来, 而GST空蛋白不能

沉淀HPO205, 进一步证明了酵母双杂交筛鉴定

HPO205与Cytc相互作用的可靠性(图4).

3  讨论

蛋白质-蛋白质相互作用是一切生命活动的基

础, 作为研究蛋白质相互作用的技术平台, 近年

来酵母双杂交(Y2H)技术已经成功用于各种模

式生物以及人类大规模相互作用组的研究[10-13], 
但该技术自身的局限性造成结果存在假阳性和

假阴性. 为了减少假阳性, 本研究采用可信度高

的ProQuestTM酵母双杂交系统(低拷贝载体、3

图  2  酵母双杂交筛选相互作用表型鉴定. A: 母板(B、C和母板的酵母克隆位置对应)图中白色线段即为画线生长的酵母

单克隆, 指示的a-e为对照菌, 从a-e相互作用由阴性逐渐增强到强阳性; B: LacZ表型, 阳性菌落应显蓝, 白色表示阴性, 和

a-e对照菌对比判断阳性和强弱; C: Ura和His表型, 生长菌落为阳性菌落(pDBLeu-GFER +pPC86-CYCS , 图中pDBLeu-

CYCS+pPC86-GFER阴性结果未显示出来), 和a-e对照菌对比判断阳性和强弱.

A B C

e    d    c     b    a a    b    c     d   e e    d    c    b    a

1       2       3       4      5       6       7       8

37 kDa
26 kDa

图  3  SDS-PAGE电泳后考染检测GST空蛋白以及GST-融合
蛋白表达情况. 1: 预染蛋白marker; 2: GST-CYCS(37 kDa)全

菌; 3: GST-CYCS上清; 4: GST-CYCS沉淀; 5: 未经IPTG诱

导菌对照; 6: GST空蛋白(26 kDa)全菌; 7: GST空蛋白上清; 8: 

GST空蛋白沉淀.
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表  1   Y2H诱饵和猎物载体构建情况

     
蛋白名称	 编码基因(NCBI_AC )	 靶向载体	       酶切位点	                      引物序列1	

HPO205	       GFER	                 pDBLeu           Stu I              5'-gaaggcct tgatggcggcgcccggcgag-3'

	 (NM_005262)		          Spe I             5'-ggactagtctagtcacaggagccatc-3

		                   pPC86	         EcoRI           5'-gggaattcagatggcggcgcccggcgag-3'

			                           Spe I	            5'-ggactagtctagtcacaggagccatc-3

Cytc	       CYCS	                pDBLeu	         Sal I	             5'-acgcgtcgaccatgggtgatgttgagaaaggcaag-3'

	 (NM_018947)	 和pPC86	         Not I	             5'-ataagaatgcggccgc ttactcattagtagcttttttgag-3'

1 斜体加下划线部分为相应酶切位点.

■应用要点
本文为研究HPO205
在IMS中的功能以
及可能机制提供
了线索.
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个独立的报告基因及严格对照)并应用GST-Pull 
down对相互作用进行验证, HPO205和Cytc间
相互作用经Y2H和GST-Pull down鉴定均为阳

性, 表明该对相互作用结果比较可靠; 而且本研

究在应用Y2H技术时采取诱饵和猎物互换形式

(即DB-HPO205对AD-Cytc和AD-HPO205对DB-
Cytc)鉴定以减少假阴性, 发现Y2H阳性结果是

通过HPO205和Cytc特定载体的融合获得的, 而
反向鉴定时为阴性结果, 这可能由于不同载体

造成融合蛋白的折叠形式差异所致[14].
Erv1p/Alrp蛋白家族成员广泛存在于从酵

母到人的各种低等和高等真核生物以及一些

双链DNA病毒中, HPO和HPO205是该家族人

Alrp蛋白成员[6]. 人ALR与酵母Erv1p分子在

结构和功能上具有一定的同源性[6], 他们C-末
端都具有保守的C X X C模序、都具有巯基氧

化酶功能[1,15]. Erv1p以二聚体形式定位于IMS
中, 参与胞质中铁硫蛋白的生物发生[5]. 在酵母

IMS中Erv1p和Mia40分子共同形成二硫键的接

力系统, 通过氧化折叠机制参与IMS中小Tims
蛋白的转运, 电子也由小Tims前体蛋白经Mia40
分子传递给Erv1p[8,16-18]. 最近研究发现, 通过电

子传递Erv1p将二硫键的接力系统和呼吸链联

系起来[19-20], 该途径中Cytc和Cytc过氧化物酶

(cytochrome c peroxidase, Ccp1)发挥Erv1p依赖

性的电子受体作用: Erv1p通过和Cytc形成复合

物直接将电子传递给细胞色素, 或将电子传递

给分子氧、通过Ccp1将产生的过氧化氢还原

为水[21]; 前期应用酵母双杂交技术以人HPO为

诱饵筛选肝脏cDNA文库, 也曾经得到呼吸链上

的多种相互作用蛋白, 如NADH脱氢酶等[22], 而
且, 以DTT作为还原底物时, Cytc接受来自于人

HPO/ALR电子的能力远高于氧分子[9], 因此, 人
的HPO205和Cytc间的相互作用提示HPO205可
能作为电子传递载体发挥电子传递功能从而影

响能量代谢. 

此外, 对哺乳动物Alrp的研究发现, Alrp能促

进肝源性细胞线粒体基因的表达, 提高细胞内细

胞色素含量, 增强线粒体氧化磷酸化能力[23]. 巯
基氧化酶在维持线粒体膜结构完整性和功能上

具有重要作用: 他可以催化底物蛋白形成新的

二硫键改变蛋白构象, 从而影响膜的功能[24]; 另
一方面巯基氧化酶可以调节线粒体的氧化还原

电势[25]. 而线粒体维持恰当的膜电位是进行氧

化磷酸化的前提. 线粒体途径凋亡的早期事件

涉及线粒体膜通透性增加引起的膜电位丧失和

Cytc从IMS中释放. 前期研究表明HPO和凋亡

相关蛋白BNIPL间存在相互作用[26].本研究发

现HPO205和Cytc存在相互作用, 提示在IMS中
HPO205作为巯基氧化酶[1]可能通过调控Cytc的
释放影响细胞凋亡.

总之, 本研究应用Y2H和GST-Pull down技
术鉴定出HPO205和Cytc间的相互作用, 提示

HPO205可能通过Cytc发挥电子传递功能或/和
影响细胞凋亡, 但这些假设只是基于相互作用

的初步设想, 对于HPO205发挥功能的精确机制

则需要更进一步研究.
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